血栓性血小板减少性紫癜(TTP)为一组微血管血栓出血综合征，是威胁生命的血液科急症[@b1]。特发性TTP (ITTP)患者体内多可检测到抗血管性血友病因子裂解蛋白酶（ADAMTS13)抗体，导致ADAMTS13活性降低[@b2]。血浆置换(PEX）联合糖皮质激素是ITTP的标准疗法，但多数患者缓解后复发[@b3]。利妥昔单抗（RTX）可有效治疗复发难治性TTP，减少复发[@b1]。我们从2009年4月至2013年12月采用RTX+PEX＋糖皮质激素方案治疗9例ITTP患者，与同期采用PEX＋糖皮质激素±其他免疫抑制治疗的8例患者进行对比观察，报告如下。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2009年4月至2013年12月就诊于我院的17例ITTP患者纳入研究。其中女性11例，男性6例，中位年龄35(13\~70)岁。按照治疗方案分为RTX组和对照组。

2．诊断及疗效标准：按照文献[@b4]标准进行诊断并排除遗传性TTP。参考英国血液学标准委员会标准评定疗效：①血液学缓解：停用PEX后患者临床症状及体征消失，血液学参数、生化指标均恢复正常；②免疫学缓解：在血液学缓解基础上，患者的ADAMTS13活性≥20％且抗体转阴；③复发：达到血液学缓解以上的患者再次出现TTP相关的实验室异常和（或）临床表现。持续缓解定义为维持血液学或免疫学缓解至少18个月[@b1]。

3．治疗方案：①对照组：急性发作期：PEX 20\~40 ml/kg每日1次，严重神经系统损害的患者每日2次；泼尼松1\~2 mg·kg^−1^·d^−1^或等效剂量甲泼尼龙、地塞米松。当血浆无法足量供应时，给予血浆输注或血浆联合白蛋白（以生理盐水稀释）代替血浆进行PEX；患者临床症状改善、PLT\> 50×10^9^/L时停止PEX。患者出院后给予泼尼松减量维持治疗。7例患者同时接受其他免疫抑制剂（环磷酰胺、长春碱类药物以及环孢素）治疗。②RTX组：在对照组治疗方案的基础上，无明显感染的患者加用RTX 375 mg/m^2^每周1次，连用4次。RTX用药与PEX至少间隔4 h以上，用药前给予糖皮质激素及抗组胺药物。

4．ADAMTS13活性及抑制物检测：患者行PEX前采集外周静脉血标本（枸橼酸钠抗凝），离心(×1 600 *g*) 5 min，将上层血浆分装冻存在−30°C冰箱中备用。同法采集和制备健康志愿者外周静脉血标本。将患者血浆与健康志愿者血浆1∶9混合，37°C孵育2 h，应用残余胶原结合试验测定血浆ADAMTS13活性，小于10％判定为抑制物阳性。治疗开始的1个月内每周检测1次，ADAMTS13活性恢复后每2\~3个月复查1次。

5．流式细胞术检测外周血B淋巴细胞：采集受试者外周血标本（EDTA抗凝），6 h内调整细胞数至(0.5\~1.0)×10^6^/ml，取100 µl经直接免疫荧光标记法标记，避光保存15 min后加溶血剂溶解红细胞。流式细胞术分析时均采用FSvsSS一次设门取淋巴细胞群，单克隆抗体包括CD3、CD19、CD20、CD45，所有单克隆抗体及相应的阴性对照均为法国Immunotech公司产品。流式细胞仪为美国Beckman-Coulter公司的EpicsXL型，采用Expo32-ADC分析软件。

6．随访：患者出院后每月复查1次血常规，每2\~3个月门诊复查1次ADAMTS13活性、外周血B淋巴细胞比例至少1年以上。电话随访患者的生存状况及不良事件。随访期自确诊之日截止到2014年5月或患者死亡。RTX组和对照组患者中位随访时间分别为14(5\~61)个月和45(7\~63）个月。

7．统计学处理：采用SPSS 17.0统计软件处理数据，正态分布的计量结果以*x*±*s*表示，偏态分布的计量资料以中位数表示，两组间计量资料的比较采用*t*检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：RTX组9例患者，男4例，女5例；初发患者8例，复发1例；中位发病年龄为45(20\~70)岁。对照组8例患者，男2例，女6例；初发患者6例，复发2例；中位发病年龄为26.5 (13\~70)岁。17例ITTP患者中2例（11.76%）表现为五联征，15例(88.24%）表现为三联征。除微血管病性溶血性贫血（100%）及血小板减少（100%）外，16例（94.12%)伴神经精神症状，7例（41.18%）伴发热，4例(23.53%）伴肾脏损害（[表1](#t01){ref-type="table"}）。患者起病时HGB、PLT均低于正常，LDH、外周血破碎红细胞比例、网织红细胞显著升高，患者ADAMTS13活性均\<5%，抑制物均为阳性。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 17例特发性血栓性血小板减少性紫癜患者临床及实验室特征（例）

  临床特征                RTX组(9例）   对照组(8例）
  ---------------------- ------------- --------------
  微血管病性溶血性贫血         9             8
  血小板减少                   9             8
  神经精神症状                 9             7
   意识障碍                    7             4
   抽搐                        3             2
   头痛                        1             2
   肢体活动障碍                1             1
   失语                        1             1
   烦躁                        1             0
  发热                         4             3
  肾脏损害                     2             2
   蛋白尿                      2             1
   血尿                        1             0
   肌酐升高                    0             1

注：RTX：利妥昔单抗

###### 17例特发性血栓性血小板减少性紫癜患者基线实验室检查结果\[*M*（范围）\]

  项目                       RTX组(9例）          对照组(8例）
  --------------------- --------------------- ---------------------
  ADAMTS13活性(％)             0(0～2)               0(0～3)
  PLT(×10^9^/L)               16(8～31)             17(6～27)
  HGB(g/L)                71.0(57.0～90.0)      72.5(56.0～91.0)
  LDH(U/L)                1 035(522～2 963)      883(607～2 953)
  破碎红细胞(％)           8.0(6.0～10.0)        7.5(4.0～10.0)
  网织红细胞             0.075(0.012～0.162)   0.074(0.017～0.176)
  肌酐(µmol/L)            60.3 (37.8～87.5)     54.5(41.6～334.0)
  外周血B淋巴细胞(％)      18.2(8.4～30.4)       16.0(7.6～28.9)

注：RTX：利妥昔单抗

2．疗效：RTX组中，RTX给药2次后，全部患者PLT均升至50×10^9^/L以上，LDH均降至450 U/L以下；给药3次后，9例患者均达到血液学缓解，达缓解中位时间为15(5\~20)d; 4例随访超过18个月的患者均为持续血液学缓解。对照组1例患者住院第5天因颅内出血死亡，其余7例患者达血液学缓解时间为22(7\~36)d; 5例随访超过18个月的患者中，1例为持续血液学缓解，其余4例在血液学缓解后3\~14个月复发。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 16例特发性血栓性血小板减少性紫癜患者的疗效比较

  指标                                        RTX组(9例）      对照组(7例）
  ----------------------------------------- ---------------- -----------------
  血浆置换                                                   
   次数\[*M*（范围）\]                          5(2～8)           6(4～9)
   总量\[L，*M*（范围）\]                    9.6(4.0～15.4)   11.2(7.5～14.6)
  PLT \> 50×10^9^/L时间\[d，*M*（范围）\]      11(3～18)         13(5～22)
  血液学缓解时间\[d，*M*（范围）\]             15(5～20)         22(7～36)
  免疫学缓解时间\[周，*M*（范围）\]             2(2～8)           2(2～4)
  复发(例）                                        0                 4
  复发时间\[月，*M*（范围）\]                    未达到         9.5(3～14)
  随访时间\[月，*M*范围）\]                    14(5～61)         45(7～63)

两组患者在入院治疗2周后ADAMTS13活性均显著上升（[表4](#t04){ref-type="table"}）。至治疗12周，RTX组中位ADAMTS13活性为100% (87%\~100%），抑制物均转阴，均维持免疫学缓解。对照组ADAMTS13活性100%(13%\~100%),1例患者抑制物持续阳性，其余转阴；1例维持免疫学缓解；4例复发患者ADAMTS13活性再次下降（0\~16%），抑制物转为阳性。

###### 16例特发性血栓性血小板减少性紫癜患者治疗后ADAMTS13活性变化［%，*M*（范围）\]

  组别      例数   治疗时间(周）                                                            
  -------- ------ --------------- ------------- ------------- -------------- -------------- --------------
  RTX组      9        0(0～2)      100(0～100)   100(0～100)   100(19～100)   100(27～100)   100(87～100)
  对照组     7        0(0～2)      100(0～100)   100(0～100)   100(0～100)    100(0～100)    100(13～100)

注：RTX：利妥昔单抗

3．不良反应：RTX在给药过程中无皮疹、发热、心悸等不良反应发生，1例患者持续免疫学缓解7个月后死于肺部感染。对照组1例患者口服环孢素后出现齿龈增生。

4．RTX组患者治疗前后外周血B淋巴细胞比例变化：RTX组患者治疗前外周血B淋巴细胞比例为（18.39±7.15)%，RTX给药1次后为（2.19±5.11)%，给药2次后为（0.53±1.16)%，给药4次后为(0.14±0.40)%，与治疗前比较，差异均有统计学意义(*P*\<0.001)。

讨论 {#s3}
====

TTP典型的"五联征"包括微血管病性溶血性贫血、血小板减少、神经精神症状、发热和肾脏损害，大部分患者并未表现出以上全部症状[@b5]--[@b6]，尤其是发病早期的患者更是如此。本研究中仅有2例患者表现为五联征。94%～97％的重度ADAMTS13活性缺乏的ITTP患者体内可以检测到循环的抗ADAMTS13抗体，其复发风险较高[@b7]。抗体主要是IgG型，IgG4与复发风险相关，IgA和IgG1与少数患者的不良预后有关[@b8]--[@b9]。需要指出的是，尽管ADAMTS13活性降低或抑制物产生是诊断TTP的重要指标，但ADAMTS13活性正常并不能排除TTP的诊断。

PEX联合糖皮质激素等免疫抑制剂是ITTP的标准疗法[@b10]。PEX将病死率由90％降至10%\~20%，通常每日PEX的血浆总量相当于患者1.5倍血容量[@b11]--[@b12]。糖皮质激素作为一线治疗，能够抑制自身抗体的产生。标准疗法无效或复发患者，可给予强化的PEX方案、糖皮质激素加量或联合二线的细胞毒药物（长春新碱或环磷酰胺）。但不论糖皮质激素和（或）免疫抑制剂治疗，患者均易复发[@b3],[@b13]。RTX、重组ADAMTS13、VWF抑制剂、血小板抑制剂等治疗药物均在积极研究和探索之中[@b14]--[@b16]。

RTX是CD20单克隆嵌合型抗体，通过补体依赖的细胞毒作用、抗体依赖的细胞毒作用和直接效应快速清除循环的B淋巴细胞而减少抗体的产生，达到治疗TTP的目的[@b17]--[@b18]。研究表明，RTX (375 mg/m^2^每周1次，连用2\~8次）联合治疗获得性TTP安全有效，通常需给药4次[@b2],[@b19]。在一项前瞻性、多中心Ⅱ期临床试验中，入组40例急性获得性TTP患者（34例初发、6例复发），RTX 375 mg/m^2^每周1次×4次，与对照组相比，患者达到缓解时所需PEX次数减少、住院时间缩短、复发率由57％降至10%、无严重不良反应发生[@b1]。RTX给药4次后，ADAMTA13活性持续低于正常或其抗体持续阳性的患者，RTX给药次数可增至8次；由于PEX过程中能够清除RTX，对每日行PEX治疗1次以上的患者应增加RTX给药次数（如第1、3、7、14天给药）[@b11],[@b20]--[@b21]。Scully等[@b1]报道RTX治疗组PEX为16.5(4\~34）次，较历史对照的18(6\~92)次有所减少。本研究中患者PEX次数明显少于国外报道，可能与下列因素有关：①国外文献报道中PEX持续至PLT\>150×10^9^/L，而我们所在地区血浆制品资源紧缺，无法全程足量供应，在患者临床表现改善、实验室参数达到一定程度的恢复时即停止PEX；②RTX能在2\~4周内清除患者B淋巴细胞并维持在极低水平，ADAMTS13活性得到持久恢复，使患者早期获得并持续维持免疫学缓解，能够减少PEX次数。

综上所述，本组病例结果初步证实RTX+PEX+糖皮质激素方案能够快速清除ITTP患者体内ADAMTS13抗体，缩短病程，减少复发，疗效优于标准疗法，值得临床推广使用。但患者应用RTX后体液免疫功能低下，需特别注意防治感染。
